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論文内容要旨
目的
 周産期の胎児に対する低酸素負荷が生後の脳の発達障害を引き起こす事はよく知られているが,
 その病態については解明されていない点が多い。低酸素負荷により脳内ATPが低下する事は従
 来より報告されている。他のリボヌクレオチドであるGTP,UTP,CTPもRNAの前駆物
 質であると伴に,蛋白質,糖質,脂質の生合成経路において重要な役割を果たしており,その脳
 内含量もこれらの合成が活発な新生仔ラット脳において成熟ラット脳より高値を示す。しかもこ
 れらのヌクレオチドの合成はATPに依存しており,ATPの変動に伴ってこれらも変動する事
 が予想される。一方,cyclicAMPの合成酵素であるアデニレート・サイクレースは新生仔ラ
 ット脳ではまだ極めて低値であり,cyclicAMPの低酸素負荷による変動は成熟ラットのそれ
 と異なると考えられる。乙の実験では,新生仔ラットに純窒素を負荷し,負荷中及びその回復期
 に脳内のこれらのヌクレオチドがどのように変化するかを調べた。
方法
 生後12時間以内の新生仔ラットを小ケースに入れ,温熱ランプでケース内を37℃に保温し,20
 分間純窒素を流してケース内を無酸素状態とした。その後ケースを開放し空気中で蘇生を促した。
 負荷前から負荷後の適時に新生仔脳を速やかに液体窒素で凍結固定し,cyclicAMPをラジオ
 イムノアッセイで,他のヌクレオチドをHPLCにてそれぞれ測定した。比較のために生後11週
 の成熟ラットに対する低酸素負荷実験も行った。成熟ラットの脳は新生仔の様に速やかに凍結固
 定する事ができないため,呼吸管理下にPonte/nらのinsitu凍結法を用いて固定した。窒素負
 荷時間は約1分とした。なお上記の新生仔及び成熟ラットに対する窒素負荷時間はDuffyらの報
 告に基づいており,いずれもラットを負荷により死亡させないための極限の時間である。
結果
 新生仔ラットの脳内UTP,UDP,CTPは成熟ラットのそれのそれぞれ3.7倍,2.3倍,
 2.4倍と高値を示した。GTPもやや高値,GDPはやや低値で,その結果GTP/GDP比は
 L9倍と高値を示した。新生仔ラットでは低酸素負荷によりATP,GTP,GTP/GDP比
 UTP及びCTPがそれぞれ負荷前値の38%,50%,21%,26%,及び21%に低下した。アデニ
 レート・エナジー・チャージ(ATP+1/2ADP/ATP+ADP+AMP)は負荷前値
 0・955から0.522に低下した。ATP,ADP,AMPの総和は負荷により負荷前値の92%まで
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 の低下にとどまったのに対し,UT.P,UDP,UMPの総和は負荷前値の53%に低下した。回
 復期にはATP及びGTPが速やかに,しかもほぼ完全に負荷前値に復したのに対し,CTPの
 回復は緩徐で負荷前値に復するのに2時間を要した。UTPの回復も緩徐で3時間を経過しても
 負荷前値の87%にとどまった。GTP/GDP比も3時間では負荷前値には復さなかった。Cyclic
 AMPには負荷中,負荷後を通じて有意の変化は無かった。一方,成熟ラットではATP,アデ
 ニレート・エナジー・チャージ,アデニン・ヌクレオチドの総和,GTPは低酸素負荷により新
 生仔と同程度に低下したが,UTP,CTP,GTP/GDP比の低下はやや軽度だった(それ
 ぞれ負荷前値の35%,44%,及び52%)。回復期ではATP,GTPが速やかに負荷前値に復し
 たのに対し,CTPの回復は緩徐で20分を要した。新生仔に見られたUTP及びGTP/GDP
 比の回復遅延やウリジン・ヌクレオチドの総和の著明な低下は成熟ラットでは認められなかった。
 CyclicAMPは従来の報告通り負荷中及び負荷直後に高値を示した。
考察
 新生仔脳で見られたUTPの回復遅延は直接にはウリジン・ヌクレオチドの総和が低酸素負荷
 により著明に低下した事を反映している。Tremblayらはラット脳のUMP合成が発達期では
 denovo経路が,'成熟期ではsalvage経路が中心であると報告しており,今回の結果はde
 novo合成経路が低酸素負荷に弱い事を示しているのかもしれない。UTPはUDP一糖を介し
 て,CTPはCDP一コリンなどを介してそれぞれ複合糖質,リン脂質の合成に関わっており,
 UTP,CTPの長期低下がこれらの合成系に影響を与える事が示唆される。一方,GTP/
 GDP比の低下は蛋白合成のinitiationを抑制し蛋白合成障害をもたらすと報告されており,新
 生仔低酸素負荷においてもこの機序により蛋白合成が障害される可能性がある。さらに新生仔で
 低酸素負荷によってもcyclicAMPの変動が見られなかった事は,成熟ラット脳でのcyclic
 AMPの変動による影響を新生仔が免れる可能性があり興味深い。
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 審査結果の要旨
 本研究は周産期低酸素脳障害の動物実験モデルを使い,エネルギー代謝や様々は生合成経路に
 おいて重要な役割を果たしているヌクレオチドの脳内代謝への低酸素負荷の影響を調べることを
 目的としている。この研究で測定された新生仔ラット及び成熟ラットの脳内ATP,ADP,AMP,
 CyclicAMP,GTP,GDP,UTP,uDP,uMP,CTP濃度は生存できる極限の時間の低酸
 素負荷により,次のような興味深い特徴ある変化を示している。即ち,〔1}新生仔ラット脳のGTP
 /GDP,UTP,UDP,CTPは成熟ラットのそれのそれぞれ約1.9倍,3.7倍,2.3倍,2.4倍
 と高値を示した。12}新生仔ラットでは低酸素負荷によりATP,AdenylateEnergyCharge
(ATP+1/2ADP/ATP+ADP+AMP),GTP,GTP/GDP,UTP,UTP+UDP+UMP,
 CTPはいずれも著明に低下したが,ATP+ADP+AMPの低下は軽度で,13}負荷解除后,ATR
 GTPが速やかに,且つはぼ完全に回復したのに対し,GTP/GDP,UTP,CTPの回復は緩徐
 で,特に前2者は3時間を経過しても負荷前値に復さなかった。㈲成熟ラットでは負荷により
 ATP,AdenylateEnergyCharge,GTPが新生仔と同程度に低下したにもかかわらず,GTP
 /GDP,UTP,CTPの低下はやや軽度で,UTP+UDP+UMPの低下は非常に軽微であり,
 負荷解除后も新生仔で認められたGTP/GDP,UTP,CTPの回復遅延もCTPでややその傾向
 がみられるだけであった。15)CyclicAMPは新生仔では負荷中,負荷后を通じて有意の変化は
 示さなかった。成熟ラットでは従来の報告通り負荷中,及び負荷解除直后に高値を示した。以上
 がこの研究で明らかになったが,UTPはUDP-sugarを介して,CTPはCDP-cholineなどを
 介して,それぞれ複合糖質,IJン脂質の合成に深く関わっており,またGTPIGDPは蛋白合成
 の最初のステップを制御していると考えられており,低酸素によるこれらの回復遅延は様々な生
 合成系に悪影響を及ぼし,ひいては脳の発達障害の一因となる可能性が示唆される。実際の生合
 成障害の証明はより直接的なアプローチを必要とするが,この研究成果はその先鞭をつけるものと
 して評価できる。CyclicAMPが負荷により変化しなかったことは,未熟脳の低酸素負荷に対
 する抵抗性の一部を説明しているのかもしれず興味深い。
 以上のように本研究は発症頻度が高い割に未解明の点が多い周産期低酸素脳障害の病態に関す
 る新しい知見を明らかにしており,学位授与に値すると考える。
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